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^ (54) Bezeichnung: TRAGERS YSTEM IN FORM VON NANOPARTIKELN AUF PRCTEINBASIS ZUR ZELLSPEZIFISCHEN 
ANREICHERUNG VON PHARMAZEUTISCH AKTIVEN WIRTSTOFFEN 



(57) Abstract: The invention relates to a support system in the form of protein-based nanoparticles for the cell- specific, intracellular 
enrichment of at least one pharmacologically active substance, which has structures that are coupled by means of reactive groups. 
Said structures enable a cell-specific attachment and cellular absorption of the nanoparticles. The invention also relates to a method 
for producing said system. 

(57) Zusanunenfassung: Tragersystem in Form von Nanopartikeln auf Proteinbasis zur zeltspezifischen, intrazellularen Anrei- 
cherung zumindest eines pharmakologisch aktiven Wirkstoffs, das iiber reaktive Gruppen gekoppelte Strukturen aufweist, die eine 
zeltspezifische Anlagerung und zellulare Aufnahme der Nanopartikel ermoglichen sowie Verfahren zu seiner Herstellung. 



o 



wo 2005/089797 



PCT/EP2005/002185 



Tragersystem in Form von Nanopartikeln auf Proteinbasis zuir 
zellspezif ischen Anreicherung von pharmazeutisch aktiveij. 

Wirkstof f en 

5 

Gegenstand der Erf indung ist ein Tragersystem fiir 
pharmazeutisch. aktive Wirkstoffe, das zur zellspezif ischera 
Anreicherung der pharmazeutisch aktiven Wirkstof fe geeignet 
ist und in Form von Avidin-modif izierten Nanopartikeln au£ 

10 Proteinbasis, vorzugsweise auf Basis von Gelatine und/odexr 
Serumalbumin, insbesondere humanem Serumalbumin (HSA) , 
vorliegt, an die biotinylierte Antikorper durch Ausbildung 
eines stabilen Avidin-Biotin-Komplexes gebunden sind und 
bei denen eine zusatzliche Bindung von pharmazeutisch 

15 aktiven Wirkstoffen sowohl kovalent oder komplexierend xiber 
das Avidin-Biot in- System als auch inkorporativ oder 
adsoirptiv erfolgen kann. 

Nanopartikel sind Partikel einer GroiSe zwischen 10 und 
20 100 0 nm aus kiinstlichen oder nattirlichen makromolekularen 
Substanzen, an die Arzneistof fe oder anderes biologisch 
aktives Material kovalent, ionisch oder adsorptiv gebunden 
Oder in die dieses Material inkorporiert sein kann. 

In EP 1 392 255 werden Nanopartikel auf Basis von humanem 
25 Serumalbumin offenbart, an die zur UbeznArindung der Blut- 
Hirn-Schranke kovalent oder fiber ein Avidin/Biotin-System 
Apolipoprotein E gekoppelt ist. 

Ein besonderes Ziel einer Pharmakotherapie ist jedoch niclxt 
30 nur die spezifische Anreicherung eines pharmakologisch ak- 
tiven Wirks toffs bzw. therapeutisch wirksamen Arzneistof fs 
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in einem bestilmm'ten Gewebe oder Organ zu erreichen, wie in 
EP 1 392 255 offenbart, sondern dariiber hinaus sogar in 
spezifiscben Zellen, 



5 Unmodif izierte Nanopartikel ermoglichen ein passives ,,Drug 
Target ing^^^ das dadurcb gekennzeichnet ist, dass die Par- 
tikel nacb intravasaler Applikation durch. Zellen des mono- 
nuklearen Pbagozytensys terns (MPS) auf genommen werden. Eine 
Anreicherung derartiger Nanopartikel wurde in Makrophagen 

10 der Leber, der Milz, des Knochenmarks sowie in zirkulier- 
enden Monozyten beobachtet. Von dem passiven ^,Drug 
Targeting^^ wird das aktive „Drug Targeting^^ unterschieden, 
bei dem der Wirkstoff gezielt mit Hilfe von modif izierten 
Nanopartikeln auch in prixnar nicht zuganglichen Korper- 

15 kompartimenten oder Zellsystemen angereichert werden soil. 
Hierzu ist es erf order lich., Nanopartikel mit hydrophilen 
Oberf lacbenstrukturen zu verwenden, die unspezifische 
Wechselwirkungen mit Nicht-Zielzellen minimieren, und diese 
mit Liganden auszustatten, die eine zellspezif ische 

20 Anreicherung der Nanopartikel ermoglichen. Solche Liganden 
werden auch. als „Drug Targeting-Liganden^ bezeichnet. Der 
Einsatz zellspezif ischer Nanopartikel als Trager fiir 
Arzneistoffe ermdglicht es, einen pharmakologisch aktiven 
Wirkstoff unter kontrollierten Bedingungen in Zielzellen 

25 anzureichern oder gezielt an seinen Wirkort im Korper zu 
bringen. Die meisten Arzneistoffe erf-iillen ohne geeignete 
Arzneiform dieses Ziel nicht und zeigen allenfalls eine 
zellulare Anreicherung oder Korperverteilung, die durch die 
physiko-chemischen Eigenschaf ten des Wirkstoff s selbst 

30 bedingt ist. Nur ein Teil des applizierten Arzneistoffs 
erreicht den gewiinschten Zielort, wohingegen der 
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verbleibende Teil fiir unerwunschte Nebenwirkungen oder 
toxisclxe Effekte verantwortlich ist. Zellspezif ische 
Na2iopart:lkel tragen sozalt: dazu bei, dass uzxer\ininsclit:e 
Nebenwirkungen und toxische Eigenschaf ten von Wlrkstof fen 
5 reduzlert werden konnen. 

In ersten Unt:ersuch.ungen wurden hydrophlle Latexpartikel 
verwendet, die durch Copolymer isat ion von Hydroscye thy 1 - 
metliacrylal::, Methacrylsaure und Hethylmethacryla-t 
10 hergestellt wurden. An diese Partikel wurde ein Antlkorper 

gegen y-Globulin des Kaninchens gebunden. Im Vergleich. zu 
unmodif izierten Partikeln konnte eine Bindung der 
Antikorper-modif izierten Zubereitung an Iiymphozyten 
beobaclitet werden, die xnit: einem aus dem Kaninchen 
15 gewonnenen Antiserum gegen diese Lymphozyten vorinkubiert 
wurden • 

Nacbfolgend wurden entsprechende Partikelsysteme auf Basis 
von Polyacrylaten mit zusatzlich. eingebundenem Eisenoxid 
20 verwendet, um eine magnet iscbe Separation von Lymphozyten 
und Krytbrozyten durcbzufuhren. 

Basierend auf diesen grundlegenden Arbeiten wurden dann 
monoklonale anti-CD3 Antikorper fiber eine C7- Spacer struktur 
25 an Polyacrylat-Nanopartikel gebunden und diese unter 

Zellkulturbedingungen untersucbt. Problematisch bei diesen 
Arbeiten war allerdings die Tatsache, dass die Zuordnung 
der Zellen zu den Subpopulationen und damit die beobachtete 
Partikelassoziation mit der entsprechenden Subpopulation 
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rein visual 1 im Mikroskop vorgeixommen wurde und somit: nicht 
zweifelsfrei erfolgen konnte. 

Auch die adsorptive Bindung von monoklonalen Antikorpern an 
5 die Oberf lache von Polyliexylcyanoacrylat-Nanopartikel wurde 
untersucht: . Kinerseits konnte dabei eine effekt^ive 
Adsorption der Antikorper an die Partikeloberf lache 
beobaclxtet: warden, andererseits fiihrte die ZugaJDe von 
weiteren Serumbestandteilen zu einer kompetitiven 
10 Verdrangung der Anfcikorper von der Partikeloberf lache • 

Insof ern ist eine adsorptive Bindung von Liganden fiir ein 
zellspezifisches ,,Drug Targeting^^ in biologischen Systemen 
nicht geeignet • 

15 Ein weitarar Nachteil der beschriebenen zellspezif ischen 

Nanopartikel-Systeme ist darin zu sehen, dass sie auf nicht 
biologisch abbaubaren Polymermaterialien wie Latex und 
Polyacrylaten basieren. 

20 Erste Untersuchungen zur proteinchemischen Bindung von 
Antikorpern an die Oberf lache von Nanopartikeln auf der 
Basis von Serumalbumin wurden gemacht. Dabei wurde eine 
Konjugation der Antikorper iiber die primaren Aminogruppen 
des Albumins und der Antikorper unter Anwendung der 

25 Glutaraldehyd-Reaktion vor genommen • Als Iiiganden wurden 

monoklonale Antikorper gegen das liewis-Lungenkarzinom sowie 
vergleichend unspezif ische IgG- Antikorper eingesetzt. 
Obwohl der freie spezifische Antikorper sowohl unter 
Zellkulturbedingungen als auch nach intravenoser Appli- 

30 kation am Versuchstier eine deutliche Anreicherung in den 
Zielzellen gazeigt hat, wurde nach Konjugation mit den 
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Nanopartzikeln untier In vivo- Bedingungen lediglich eine sehr 
g-eringe Anreicherung der Partikel im Tumor detektiert. Der 
Hauptanteil der appliziert:en Nanopartikel wurde in der 
Ilieber und den Nieren gefunden. Nanopartlkel, die mit dem 
unspezif ischen lgG-Ant:ikdrper konjugiert: waren, zeigten 
keinerlei Anreicherung im Tumorgewebe • Untzer den gewahlten 
Versuchsbedingungen konnte somit: nur eine geringe 
Spezif itat der konjugierten Nanopartikel auf Basis von 
Irxiimanem Sertimalbiimin erzielt werden. Der Haupt:t:eil dieses 
E>artikelsystems zeigt:e die fiir ein passives „Drug 
Target ing^^ typische, unspezifische Korperverteilung. Da die 
-verwende-ten konjugierten Nanopartikel im Hinblick auf die 
Bindung der Antikorper jedoch nur unzureichend 
obarakterisiert waren, bleibt unklar, ob die mangelnde 
Spezif itat durch eine unzureichende Antikorper-Bindung 
iDedingt war. iTedenfalls wurde ein Nachweis von spezif ischer 
uLxiA rezeptorvermittelter Aufnahme von Nanopartikeln in 
Zielzellen bei gleichzeitiger Umgehung von Nicbtzielzellen 
iDisber jjedoch niclit erbraclit. 

J?^ufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, 
Nanopartikel bereitzustellen^r die die Nachteile der 
iDescbriebenen Nanopart ike 1-Syst erne nicht aufweisen, sondern 
eine holie Zellspezif itat auch bei Verwendung in 
iDiologischen Systemen aufweisen, um pharmakologisch aktive 
Wirkstoffe spezif isch in ausgewahlten Zielzellen 
amzureichern zu konnen, und die auf einem biologisch 
aibbaubaren Material basieren. 

Die Aufgabe wird iiberraschenderweise durch ein Tragersystem 
±n Form von Avidin-modif izierten Nanopartikeln auf 
Proteinbasis gelost, an die biotinylierte Antikorper durch 
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AXLsbildung eines stabilen Avidin-Biotin-Komplexes gebunden 
slnd, Als Proteine werden vorzugsweise Gelatine und/oder 
Serumalbxunin, besonders bevorzugt hximanes Serumalbumizi 
verwendet, Bei diesen xaodifxzierten Nanopartikeln kann elne 
5 zusatzliche Bindung von pharmakologlsch aktlven Wirkstoffen 
an die Nanopartikel sovrohl kovalent, komplexierend xiber das 
Avidin-Biotin-System als auch infcorporativ oder adsorptiv 
ex'folgen • 

10 Figur 1 zeigt die Stsniktur eines Avidin-modif izierten 
£7anopartikels auf Basis von Gelatine oder HSA, mit iiber 
Avidin-Biotin-Koiuplex gebundenem Antikorper, 

Figur 2 ist ein Saulendiagrairan^ das die zellulare Aufnahme 
15 von Antifcorper (Trastuzumab) -modif izierten Gelatine A- 
Nanopartikeln in verschiedenen Brustkrebs-Zelllinien, 
ermittelt durch. FACS-Analyse, zeigt. Die Antikorper- 
xaodif izierten Nanopartikel warden jjeweils mit den nicht 
xaodif izierten Nanopartikeln unter gleichen Inkubations-* 
20 bedingungen verglicben. Unbehandelte Zellen dienten als 
Kontrolle. 

Zur Preparation von Nanopartikeln gemafi der Erfindung wurde 
eine wassrige Gelatine -Iiosung durch einen doppelten 

25 Oesolvatationsprozess zu Nanopartikeln izmgesetzt und diese 
anschliefiend durch Quearvernetzung stabilisiert • Die auf der 
Oberf lache dieser Nanopartikel befindlichen funktionellen 
Gruppen (Aminogruppen, Carboxylgruppen, Hydroxylgruppen) 
konnen durch geeignete Reagenzien zu reaktiven Thiolgruppen 

30 •umgesetzt werden. Funktionelle Proteine konnen iiber 

bifunktionale Spacermolekiile, die eine Reaktivitat sowohl 
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gegoziiiber Aminogruppen als auch freien Thiolgaruppen 
aufweiseiij. an diese Thiolgruppen-modif izierten Nanopartikel 
gebiznden warden. Zu diesen funktionellen Proteinen zahlen 
insbesondere Avidinderivate Oder zellspeziflsche 
5 Ant:xkorper. 

Bei der Praparatxon der Nanopartikel fiir die nach£olgend 
besohriebenen Zellkulturversuche xrarde eine Reaktion der 
primaren Aminogruppen au£ der Partikeloberf lache mit: 2- 

10 Iminothiolan durchgefiihrt , die zu einer Einfuhrung von 

freien Tbiolgruppen auf der Partikeloberf lache fiihrte. Die 
Aminogruppen des Avidin-Derivates NeutrAvidin™ wurden mit 
dem bifunktionalen Spacer Sulfo-SOBS (m-fiflaleimidobenzoyl-N- 
h.yd3ro»^sul£osuccinimidester) aktiviert und nach saulen- 

15 chromatographischer Aufreinigung dieser Aktivierungs- 

zwis Chens tu£e mit den thiolierten Gelatine-Nanopartikeln 
versetzt. Dieses Zwisclienprodukt der Avidin-modif izierten 
Nanopartikel stellt ein universelles Tragersystem fiir eine 
Vielzah.1 biotinylierter Substanzen dar, die fiber die 

20 Avidin-Biotin-Komplexbildung gebunden werden koimen. 



Zur Bindung der Antikorper, vorzugsweise monoklonaler 
Antxkorper^ wurden die Antikorper entweder biotinyliert 
erworben oder durch Umsetzung mit NHS-Biotin (N-Hydroxy- 

25 succinimidobiotin) biotinyliert und mit den Avidin- 
modxfizierten Nanopartikeln versetzt. Durch die 
besohriebene Avidin-Biotin-Komplexbildung wurden dadurch 
Antikorper-modif izierte Nanopartikel auf der Basis von 
Gelatine erhalten (Figur 1) . Entsprechende Antikorper- 

30 modxfizierte Nanopartikel konnen aber auch auf Basis von 
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Serumalbumizi, vorzugsweise hmaanem Seriunalbumln, 
hergestellt: warden • 

Die vorliegonde Erf indung umfasst somlt: ein Tragersystem 
5 zur zellspessif ischen, intrazellularen Anreicherung 

zumindest eines pharmakologisch aktiven WirkstoffSj. das in 
Form von Nfanopartikeln auf Proteinbasis vorliegt und iiber 
reaktive Gruppen gekoppelte Strukturen aufweist^ die eine 
zellspezifisclie Anlagerung und zellulare Aufnahme der 

10 Nanopartikel ermoglichen. Als Proteinbasis kommen 

vorzugsweiso Gelatine und/oder Seriunalbumin, besonders 
bevorzugt hixmanes Semmalbumin, in Betracht. Die reaktive 
Gruppe ist v^orzugsweise eine Amino- Thiol- Carboxylgruppe 
Oder ein Av±din-Derivat und die gekoppelte Struktur ein 

15 Antikorper, besonders bevorzugt ein monoklonaler 
Antikorper. 

Die Erf indung umfasst auch. ein entsprecbendes Tragersystem, 
das zusatzlxch zumindest einen pharmazeutiscb aktiven 
20 Wirkstoff entbalt, der durcb Adsorption, Inkorporation oder 
kovalente oder komplexierende Bindung fiber die reaktiven 
Gruppen an <3.as Tragersystem bzw. die Nanopartikel gebunden 
ist . 

25 Die Erf indung umfasst aucb die Verwendung eines 

erf indungsgemaSen Tragersystems zur Herstellung eines 
Arzneimittels ftir die Anreicherung eines pharmazeutiscb 
aktiven Wirkstoff s an oder in spezifischen Zellen. 

30 Die Erf indung umfasst ferner ein Verfahren zur Herstellung 
eines Tragezrsystems in Form von Nanopartikeln auf 
Proteinbasis zur zellspezif ischen Anreicherung zumindest 
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eines phartnakologisch aktiven Wirkstoffs^ das die folgenden 
Schritte uinfasst: 

Desolvatiereix einer wassrigen Proteln-Losung, 

Stabilisieren der durcli Desolvatation entstandenen 
5 Nanopartikel durch Quervernetzung, 

Umsetzen elnes Tells der funktionellen Gruppen auf 
der Otoerf lache der stabilisierten Nanopartikel zu 
reaktiven Thiol -Gruppen^ 

kovalentes Anheften funkt: lonelier Protelne, 
10 vorzug^swelse von Avidin^ mlttels blf unktlonaler 

Spacermolekule, 

gegebenenf alls Blotinyllerung des Antlkorpers^ 

Beladen der Avidin-modlf Izlerten Nanopartikel mlt 
blot Inyller tern Antlkorper, 

15 - Beladen der Avidin-modlf izlerten Nanopartikel mlt 

biotinyliertem und pharmazeutlsch. oder blologisch. 
aktiven Wirkstoff. 

20 Bel dem erf indungsgemafien Verf abren wird besonders die 

Verwendung von Gelatine und/oder Serumalbumin, Insbesondere 
Sertimalbumin. humanen Ursprungs bevorzugt. 

Vorzugsweise erfolgt das Desolvatieren durch Riihren und 
25 Zugabe elnes wassermlschbaren Nichtlosungsmlttels fiir 
Froteine oder durch Aussalzen. Das wassermischbare 
Nichtldsungiaittel fiir Protelne wird vorzugsweise aus der 
Gruppe ausgewahlt, die Ethanol, Methanol, Xsopropanol, und 
Aceton luafasst. 

30 

Zum Stabillsieren der Nanopartikel werden vorzugsweise 
thermische Prozesse oder blf unktlonale Aldehyde, 
insbesondere Glutaraldehyd, oder Formaldehyd verwendet. 



35 Bevorzugt wird als Thiolgruppen-modif izierendes Agens elne 
Substanz verwendet, die aus der Gruppe ausgewahlt ist, die 



wo 2005/089797 



PCT/EP2005/002185 



10 

2--Iminotliiolan, eixxe Kombination aus l-Ethyl-3- (3-dimethyl- 
aminopropyl ) carbodi imid und Cystein oder eine Kombination 
aus l-Ethyl-3 - ( 3-dixn.ethylaininopropyl ) carbodiimid und 
Cystaminiumdich.lori<a sowie Dithiotreltol umfasst. 

5 

Als bifunktionales Spacermolekiil wird vorzugsweise eine 
Substanz verwendet, die aus der Gruppe ausgewah.lt: ist, die 
m-Maleimidobenzoyl-M-hydro2£ysulf o-succinimidester, 
Sulf osuccinimidyl-4 - [N-maleimido -methyl] cyclohexan-l- 
10 carboxylat, Sulf osuocinimidyl-2- [m-azido-o-nitrobenzamido] - 
ethyl-1,3 'dithioproi)ionat^ Dimethyl-3,3 '-dithiobis- 
propionimidat-dihydarochlorid und 3^ 3 '-Dithiobis [sulf o- 
succinimidylpropionat ] umfasst . 

15 Beispiel: 

Zur Herstellung von. Protein-Nanopartikeln wurden 500 mg 
Gelatine A in 10,0 ml gereinigtem Wasser unter Erwaxrmen 
geldst und durch ZuQ'abe von 10,0 ml Aceton zu einem 
Sediment ausgef allt • Die ausgef allte Gelatine wurde 

20 abgetrennt, erneut -unter Krwarmen in 10,0 ml Wasser gelost 
und der pH-Wert der Losung auf pH 2,5 eingestellt. 
Nanopartikel wurdent aus dieser Ldsung durch tropfenweise 
Zugabe von 3 0 ml Aceton erhalten (Desolvatations-ProzeS) . 
Die Nanopartikel wurrden durch Zugabe von 625 jil 

25 Glutaraldehyd 8 % u.iid Riihren iiber Nacht stabilisiert . Die 
Nanopartikel -wurden. in Aliguoten zu 2,0 ml durch 5 Zyklen 
Zentrifugation und Kedispergieren mittels Ultraschall- 
behandlung auf gereiziigt • Zur Thiolierung der Partikelober- 
flache wurden 1,0 lal Nanopartikel-Suspension (20 mg/ml) mit 

30 2,5 ml einer Losung* von 30 mg 2-Iminothiolan (Traut's 
Reagenz) in Tris-Pixffer pH 8,5 versetzt und iiber 24 h 
geruhrt. Die Auf reiLziigung nach Thiolierung wurde wie oben 
beschrieben erneut a.usgefuhrt. 
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Das Avidin-Derivat FITC-NeutrAvidin™ wurde iiber den 
bifunktionalen Spacer Sulfo-MBS (m-Maleimidobenzoyl-N- 
liydroxysulfosuccinimidester) mit den thiolierten 
Nanopartikeln vorbunden. Zur Aktivierung des Avidin- 

5 Derivates ximrde elne Losung von 2,5 mg FITC-NeutrAvidin™ 
in 500 111 PBS-Pxiffer pH 7^0 mit 0,75 mg Sulfo-MBS versetzt 
und iiber 1 h bei Raixmtexnperatur geriihrt. Die Abtrennung von 
nicht abreagiertsem Sulfo-MBS von dem aktivierten 
NeutrAvidin™ wixrde iiber eine GroSenausschluSchromato- 

10 graphie durchgejEiihrt . Die Fraktionen, in denen bei einer 
spektrophotometxrisclien Detektion bei 280 nm NeutrAvidin™ 
nachgewiesen wearden konnte, wurden vereinigt, mit der 
Suspension der t:fa.iolierten Nanopartikel versetzt und iiber 
12 h bei Raumtemperatur geriihrt. Eine weitere Aufreinigung 

15 der nunmehr kova.lent FITC-NeutrAvidin™-modif izierten 

Nanopartikel xnnxsrde wie oben bescbrieben ausgefiihrt. Die 
erbaltenen Uberstande der Partikelauf reinigung wurden 
photometrisch im Hinblick auf ungebundenes NeutrAvidin™ 
untersucht und der Anteil an kovalent gebundenem. 

20 NeutrAvidin™ da.raus berechnet. Die Funktionalitat des 
gebundenen NeutarAvidin™, ausgedriickt als Anzahl der 
Biotin-Bindungsstellen pro Avidin-Molekiilj^ wurde durch. ein 
Titrationsexperiment mit Biotin-4 -Fluorescein ermittelt. Ks 
konnte gezeigt werden, dass 2,4 der 4 im Avidin-Molekiil 

25 theoretisch vorliandenen Biotin-Bindungsstellen auch nach 
der Konjugation mit den Nanopartikeln funktional zur 
Verfiigung stehert. Fiir die Beladung mit den Antikorpern 
wurden 150 p.! dor NeutrAvidin™-modif izierten Nanopartikel 
(20 mg/ml) mit 50 0 iil des biotinylierten Antikorpers 

30 (25 iig/ml) versetzt und iiber 90 min bei lO^C inkubiert. 
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Nach der Xnkubation XAmrden erneut die Partikel durch 
Zentrifugation und Redlspergieren auf gereinigt . Die 
erhaltenen Partikeluberstande wurden mittels Western-Blot- 
Analyse auf ungebundezien Antikdrper untersucht: • Ks wurde 
5 konnt:e gezeig-t werdexi, dass mehr als 80 % des eingesetzten 
Antikdrpers mit: dem Par-kikelsys-tem verbunden vorlagen. 

Mit: Hilfe des beschrxebenen PartikelsystLems wurden in 
verschiedenen Zellkullzurversuchen zellspezifische 
10 Partzikelanreicherungen in Zielzellen gefunden, die das vom 
Antikorper erkannte Oberflachenantigen tiragen. Die 
nachf olgenden Zellkult:urxnodelle wurden eingeset:zt: 

1. Lymphozytare Zielziellen (Jurkat T-Zellen) mit dem 
Oberflachenantigen CD3 • 

15 ,Nanopartikel wurden mit einem biotinylierten anti-CD3- 

Antikdrper beladen. 

2. Humane Brustkrebs-Zelllinien (SK-Br-3-^ BT474- 
Zellen) mit einer Expression des HER2-Ober£lachen- 
antigens • 

20 Nanopartikel ximrden mit dem zugelassenen Antikorper 

Trastuzumab (Herceptin®) beladen, der zuvor biotinyliert 
wurde. 

Die kultivierten Zellen wurden mit dem Nanopartikel -System 
in Konzentrationen zwischen 100 und 1000 lag/ml inkubiert 
25 und nach. 4 h. Inkubat ionszeit ungebundene Nanopartikel durch. 
Waschen der Zellen alDgetrennt. Die Zellen wurden mittels 
Durchf lusszytometrie (FACS) als auch konfokaler S^ikroskopie 
(CLSM) im Hinblick auf Nanopartikel -Aufnahme untersucht. 
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Fiir die Untersuchungeii zur zellspezif ischen Aufnahme der 
lait dem biotinylierten anti-CDS-Antikorper modif izierten 
Nanopartikeln in lympliozytaren Zellen wurden Jurkat-T- 
Zellen in einer Dichte von 1 X 10^ Zellen pro Well auf 
5 einer 24"Well-Mifcrotit:erplat:te ausgesat und RPMI-Medium 
knltiviert. Das Medium, wurde itiit 10 % (v/v) fotalem 
Kalber serum (FCS) ^ 2 ^ L-Glutamin und 1 % 
Penicillin / Streptomycin supplementiert • Die mit dem 
Antikorper modi£iziert:en Nanopartikel wurden in einer 

10 Konzentration von 100 O iig/ml mit den Zellen tiber einen 

Zeitraum von 4 h inkubiert. Um eine spezifische zellulare 
Aufnahme iiber den T-Zell-Rezeptor zu belegen, wurden 
unterschiedliche Kontzrollexperimente durchgef iihrt . 
Kinerseits wurden Nanopartikel eingesetzt, die mit 

15 unspezif ischem IgG- Antikorper anstelle des spezifischen 
anti-CD3-Antik6rpers iDeladen waren. Weiterhin wurden die 
Untersuchungen mit Juackat-T-Zellen durcligefulirt, die mit 
2,5 iig freiem IgG- oder ant i-CD3 -Antikorper pro 1 x 10^ 
Zellen iiber 30 min voarinkubiert wurden. Nach diesem 

20 Zeitraum wurden die mit dem ant i- CDS -Antikorper beladenen 
Nanopartikel zugegebezi. Andererseits wurden Vergleicbs- 
untersuchungen mit MCE"-7 -Zellen durchgefiilirt , die das CD3- 
Oberf lachenantigen nicht aufweisen. Die zellulare Aufnahme 
wurde qualitativ mittols konfokaler Mikroskopie sowie 

25 quantitativ mittels D-urchf lusszytometrie bewertet. 



Fur die Untersuchungezi zur zellspezif ischen Aufnahme der 
mit dem biotinylierten ant i-HER2 -Antikorper modif izierten 
Nanopartikeln in Brustkrebszellen wurden HER2 iiber- 
expremierende Zellen (BT474 und SK-Br-3) in einer Dichte 
von 2 X 10^ bzw, 1 X 10^ Zellen pro Well auf einer 24-Well- 
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Mikrotiterplatte ausgesat und in RPMl -Medium bzw. McCoy's 5 
A kultiviert. Das Mediixm der BT474 wurde mit 20 % (v/v) 
fotalem Kalber serum (FCS) ^ 2 % L-Glutamin, 1 % 
Penicillin / Stxreptomycin und 100 U Insulin supplement:iert • 

5 Das Medium der SK-Br-3 wurde mit 10 % (v/v) fotalem 
Kalberserum (FCS)^ 2 % L-Glutamin und 1 % 
Penicillin / Streptomycin supplementiert • Die mit dem 
Antikorper modi Eissier ten Nanopartikel wurden in einer 
Konzentration von 100 iig/ml mit den Zellen uber einen 

10 Zeitraum von 3 h. inkubiert. Um eine spezifische zellulare 
Aufnahme fiber den H£:R2-Rezeptor zu belegen, wurden 
unterschiedliche Vergleichsuntersuchungen durchgef iihrt . 
Einerseits wurden Nanopartikel eingesetzt, die mit keinem 
spezifischem Antikorper beladen waren. Andererseits wurden 

15 die Untersuchung-en mit MCF-7 -Zellen (normale HER2 
Expression) durohgef lihrt • Weiterbin wurden 
Kontrollexperimente mit SK-Br-3-Zellen durchgefuhrt, die 
mit 2,5 iig/ml fzreiem ant i-HER2 -Antikorper (Trastuzumab) pro 
2 X 10^ Zellen fiber 30 min vorinkubiert wurden. Nach diesem 

20 Zeitraum wurden die mit dem ant i-HER2 -Antikorper beladenen 
Nanopartikel zug'egeben. Die zellulare Aufnahme wurde 
qualitativ mittels konfokaler Mikroskopie sowie quantitativ 
mittels Durchf lusszytometrie bewertet, 

25 Ergebnisse 

LymphozytS.re Zl&lzellen (Jiiirkat: T-Zellen) 

Sowohl durch FACS als aucfa. CLrSM konnte gezeigt werden, dass 
Nanopartikel zellular aufgenommen werden, die mit dem 
zellspezifischen ant i-CD3 -Antikorper modifiziert eingesetzt 
30 wurden. Die zellulare Aufnahme konnte verhindert werden, 
wenn die Zellen vor der Partikelzugabe mit dem freien 
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spezlflschen Ant:l.kdrper behandelt: wurden. Eine 
Vorbehandlung mit freiezn unspezifischem IgG-Antikorper 
Ixingegen zeigte kieinen Einfluss auf die Partikelauf nahme . 
Eine Modif ikatiort der Nanopartikel mit einem unspezif ischen 
IgG-Antikorper ans telle des spezifischen anti-CD3- 
Antikorpers fiihrt^e gleichfalls zu keiner Aufnahme in den 
Zielzellen, Kozitarolle»:perimente warden weiterhin mit 
Brustkrebszellen (MCF-7-Zellen) durchgefiihrt, die das CD3- 
Oberf lachenantigon nicht aufweisen. Bei diesen 
KontrollexperimerLten wurde unter alien gewahlten 
Bedingungen keine Aufnahme der Nanopartikel-Zubereitungen 
beobacbtet • 

Humane Bxustkrebs-Zelllinlen fjSIC-Br-S-, MCF-?--^ BT474'- 

Die eingesetzten Zellen zeigten in unterschiedlichem MaSe 
eine Expression des HER2-Ober£lachenantigens, das als 
Angrif fspunkt fiixr eine zellulare Aufnahme der Antikorper- 
modif izierten Nanopartikel eingesetzt wurde. Die Expression 
der Zellen wurde vor der Inkubation mit den Nanopartikeln 
durch Western-Blot -Analyse bestimmt (Tabelle 1) . 



Zelll 



Expression HER2 



[56] 



BT474 



311 



MCF-7 



100 



SK-Br-3 



366 



Tabelle 1: Expression des HER2-Oberf laciienantigens 

auf der 0}z>er£laclie verscliiedener OTuxiior zellen ermittelt 
durch. Westexn-Blot-Analyse. Die Ea;pression wurde relativ 
zu den Wer-ten der „normal exprimierenden« MCP-7 -Zellen 
berechnet . 
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Sowoh.1 duarch FACS als auch CLSM konnt:e gezeigt werden, dass 
Nanopartikel zellular aufgenomihexi x/mrden, die mit dem 
zellspezlClsclien Antikorper Trastuzumab modifiziert 
eingesetzt warden (Figur 2). Die zellulare Aufnahme der 

5 spezif isclaen Naziopart:ikel konnte verhindert werden, wexm 
die Zellerx vor der Partikelzugabe mit dem freien 
spezif isclien Antikorper behandelt wurden. Nanopartikel des 
gleichen H:erst:ellungsansat:zes, die nicht lait dem 
biotinyliertem Antikorper modifiziert eingesetzt wurden, 

10 zeigten unter den gewalilten Bedingungen eine nur geringe 
zellulare Anreicberung. Das AusmaS der zellularen Aufnahme 
der Antikorper-modif izierten Nanopartikel konnte mit dem 
Ausma£ dear Expression des HER2-Oberf lachenantigens 
korreliert: werden. 

15 

Die Ergebnisse der vorgenannten Zellkulturuntersuchungen 
zeigen deuLtlich^ dass Antikorper-modif izierte Nanopartikel 
auf Basis von Gelatine eine spezif ische Aufnahme in 
Zielzellen. ermoglichen. Unter vergleichbaren Bedingungen 

20 werden die Partikelsysteme nur in die entsprechenden 

Zielzellen. aber nicht von Kontrollzellen aufgenommen. Die 
Vorinkubatiionen mit freiem spezif ischen Antikorper belegen 
deutlich, dass die Part ikel auf nahme durch einen Prozess der 
Rezeptor-vermittelten Endozytose erfolgt. Somit besteht 

25 durch das entwickelte nanopartikulare Arzneistof f trager- 
system die Moglichkeit, Arzneistof fe spezif isch zu 
erkrankten Zellen zu transport ieren, sofern sich diese 
Zielzellen in ihren Oberf lacheneigenschaf ten von gesunden 
Zellen untierscheiden. 



30 
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Mit den esrfindixngsgemafiezi Azxtikorper-mod±£lz±6rt:en 
Nanopartlkeln auf Basis von Gelatine wird ein gut 
charakterisiertes^ partikulares Tragersystem bereit 
gestellt, das mit einem funktionale Drug Targeting- 

5 Iiiganden, welches es auf seiner Oberflache tragt, eine 
zellspezifische Aufnahme und Anreicherung, auch. von 
gegebenenfalls an das Tragersystem durch. Adsorption, 
Inkorporation oder durch. kovalente oder komplexierende 
Bindung gebundene phaannazeutisch aktive Wirkstoff e 

10 earmoglicht. 
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Atispruche 

1. Tarag-ersystem zur zellspezif ischen, intrazellularen 
Anreiclxerung zumindest elnes pharmakologisch. aktiven 

5 Wirkstoffs, dadurch gekennzeichnet ,. dass das Tragersystem 
in Foxnn von Nanopartikeln auf Proteinbasis, bevorzugt auf 
Basis -von Gelatine und/oder Sertamalbtimin, besonders 
bevorz-ugt auf Basis von humanem Sezrumalbumin, vorliegt und 
liber reaktive Gruppen gekoppelte Strukturen aufweisfc^ die 

10 eine zellspezif ische Anlagerung und zellulare Aufnahme der 
Nanopaartikel ermoglichen. 

2 . Tirager system nach Anspruch ±, dadurch gekennzeichnet ^ 
dass die reaktive Gruppe eine Amino-, Thiol-, 
15 Carbosfiiylgruppe oder ein Avidin- Deri vat ist. 

3. rragersystem nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekernxzeichnet , dass die gekoppelte Struktur ein Antikorper 
ist. 

20 

4- 1?3:agersystem nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , 
dass der Antikorper ein monoklonaler Antikorper ist. 

5. Trager system nach einem der vorangehenden Anspriiche, 
25 dadurch gekennzeichne t, dass es zusatzlich einen 

pharma.zeutisch aktiven Wirkstof f umfasst, der durch 
Adsorption, Xnkorporation oder kovalente oder 
koxn.pl easier ende Bindung tiber die reaktiven Gruppen an das 
Tragersystem gebunden ist. 

30 
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6 . Verwendung eines Tragersystems nach 

vorangeheziden Ansprxiche zur Herstellung eines Arzneimifctels 
z-ur Anreicherung eines phanuazeutisch. aktiven Wirkstof f s 
axi/in spezif ischen Zellen. 

5 

7 . Verf ahren zur Herstellung eines Tragersystems in Form 
von Nanopartikeln auf Proteinbasis zur zellspezif ischen 
Anreicherung zumindest eines pharmakologisch aktiven 
Wirkstof fs, dadurch qekennzeichnet > dass es die folgenden 

10 Schritte umfasst: 

- Desolvatieren einer wassrigen Protein-Losung, 

- Stabilisieren der durch Desolvatation entstandenen 
Nanopartifcel durch Quervernetzung^ 

- Umsetzen eines Teils der f unktionellen Gruppen auf der 
15 Oberf lache der stabilisierten Nanopartifcel zu 

reaktiven Thiol -Gruppen, 

- kovalentes Anhef ten funktioneller Proteine, 
vorzugsweise von Avidin, mittels bifuxiktionaler 
Spaceinnolekule, 

20 - gegebenenf alls Biotinylierung des Antikdrpers, 

- Beladen der Avidin-modif izierten Nanopartifcel mit 
biotinyliertem Antikdirper, 

- Beladen der Avidin-modif izierten Nanopartifcel mit 
biotinyliertem und pharmazeutisch oder biologisch 

25 afctiven Wirfcstoff • 

8 . Verfahren nach Aaspruch 7, dadurch gefcennzeichnet > 
dass die Proteinbasis Gelatine und/oder Serximalbumin, 
vorzugsweise humanes Serumalbumin ist. 

30 

9 . Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, dadurch 
gefcennzeichnet > dass das Desolvatieren durch Riihren und 
Z-ugabe eines wassermischbaren Nichtlosungsmittels fiir 
Proteine oder durch Aussalzen erfolgt. 
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3-0. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch aekennzeichnet . 
dLass das wassermischbare Nichtlosungmittel fiir Proteine aus 
dLer Gruppe ausgewah.lt wird, die Ethanol, Methanol, 
Xsopropanol, und Aceton lunfasst. 

5 

±±. Verfahren nach elnem der Ansprfiche 7 bis 10, dadurch 
g-ekennzeichnet > dass zum Stabilisieren der Nanopartikel 
tliermische Prozesse oder bifunktionale Aldehyde oder 
Formaldehyd verwendet wird. 

10 

3- 2. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekeiinzeichnet > 
dass als bif uktionales Aldefayd Glutaraldehyd verwendet 
wird. 

15 3.3. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 12, dadurch 
g-ekennzeichnet . dass als Thiolgruppen-modif izierendes Agens 
oine Substanz vearwendet wird, die aus der Gruppe ausgewahlt 
ist, die 2-Iminothiolan, eine Kombination aus l-Ethyl-3- (3- 
dLimethylaminopropyl) carbodiimid und Cystein, oder eine 

20 Kloxnbination aus l-Ethyl-3- {3-dimethylaminopropyl) - 

carbodiimid und Cystaminiumdichlorid sowie Dithiotreitol 
"cunf asst • 

1.4. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 13, dadurch 
25 g-ekennzeichnet > dass als bif unktionales Spacermolekiil eine 
Substanz verwendet wird, die aus der Gruppe ausgewahlt ist, 
aLie m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysulfo-succinimidester, 
Sulf osuccinimidyl-4- [N-maleimido-methyl] cyclohexan-1- 
oarboxylat, Sulf osuccinimidyl-2- [m-azido-o-nitrobenzamido] - 
30 etthyl-1, 3 'dithiopropionat, Dimethyl-3, 3 '-dithiobis- 
propionimidat-dihydrochlorid und 3,3' -Dithiobis [sulf o- 
sxiccinimidylpropionat] ximfasst. 
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